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Abkürzungsverzeichnis 
  
APRF acute-phase response factor 
BSA bovine serum albumin 
CNTF ciliary neurotrophic factor 
CT-1 cadiotrophin-1 
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium 
DS differential mRNA splicing 
DS-sIL-6R löslicher Interleukin-6-Rezeptor, der durch differentielles mRNA-Spleißen entstanden ist 
E. coli Escherichia coli 
EDAC 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGF  epidermal growth factor  
ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 
EPOR Erythropoetin-Rezeptor 
GHR  growth-hormone receptor 
gp130 glycoprotein 130 (β-Kette des Interleukin-6-Rezeptors) 
gp80 glycoprotein 80 (identische mit Interluekin-6-Rezeptor) 
HGFR human growth factor receptor 
HPLC high performance liquid chromatography  
IL Interleukin  
IL-6 Interleukin-6 
IL-xR Interleukin-x-Rezeptor 
IL-6R Interleukin-6-Rezeptor 
Jak Janus Kinase 
LIF leukemia inhibitory factor 
LIFR leukemia inhibitory factor receptor 
LPS Lipopolysaccharid 
NHS N-Hydroxysuccinimid 
NNT novel neurotrophin-1 
OD optische Dichte 
OSM oncostatin-M 
PAGE Polyacrylamidgel Elektrophorese 
PC proteolytic cleavage 
PC-sIL-6R löslicher Interleukin-6-Rezeptor, der durch limitierte Proteolyse des membranständigen 
Rezeptors entstanden ist 
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PVDF Polyvinylidenfluorid 
R Rezeptor 
rIL-6 rekombinates Interleukin-6 
RMA  resonant mirror affinometrie 
s löslich (soluble) 
SDS sodium dodecyl sulfate 
sgp130 lösliches glycoprotein 130 
SHRP streptavidin-polyhorseradish-peroxidase 
sIL-6R löslicher Interleukin-6-Rezeptor 
STAT signal transducer and activator of transcription 
TNF tumor necrosis factor 
Tris Tris(hydroxyl)aminomethan 
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1. Einleitung 
1.1. Zytokine 
Für die Informationsvermittlung zwischen verschiedenen Zellen eines Organismus sind 
Botenstoffe eine notwendige Voraussetzung. Dabei sind insbesondere im 
immunologisch hämatopoetischen System lösliche Proteine weit verbreitete Mediatoren. 
Diese so genannten Zytokine werden nach entsprechender Stimulation synthetisiert und 
ausgeschüttet. 
Die biologische Wirkung auf die Zielzellen wird über spezifische, membrangebundene 
Rezeptoren vermittelt. Die Zytokine haben häufig verschiedene Wirkungen auf 
unterschiedliche Zielzellen (Pleiotropie), andererseits reagieren einige Zellen auf 
verschiedene Zytokine mit ähnlichen Reaktionen (Redundanz). Unter anderem können 
sie die Synthese anderer Zytokine stimulieren oder auch inhibieren. Dadurch entstehen 
komplexe Regelkreise, die in Ihrer Summe ein dichtes Netzwerk zwischen den Zellen 
des immunologisch hämatopoetischen Systems bilden. So kann der Organismus auf 
äußere und innere Reize geordnet und fein abgestuft reagieren, um die Homöostase 
aufrechtzuerhalten. 
1.2. Interleukin-6 
Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wirkt auf eine Vielzahl unterschiedlicher Zellen und spielt 
insbesondere bei entzündlichen Reaktionen eine zentrale Rolle. Das Wirkungsspektrum 
auf verschiedene Zelltypen ist in Tabelle 1 zusammengefasst. 
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Tabelle 1 - Wirkung von Interleukin-6 auf verschiedene Zielzellen 
Zielzelle Wirkung 
B-Lymphozyten Differenzierung zu Immunglobulin sezernierende Zellen [1] 
T-Lymphozyten Reifung zu zytotoxischer T-Lymphozyten [2] 
hämatopoetische Stammzellen Reifung und Differenzierung [3] 
Megakaryozyten Differenzierung zu Thrombozyten [4;5] 
Neuronen Differenzierung [6] 
Hepatozyten Synthese von Akutphase Proteinen [7;8] 
Plasmozytom-zellen autokriner Wachstumsfaktor [9] 
Hybridomazellen Wachstumsfaktor [10] 
Aufgrund dieser Wirkungen ist IL-6 auch als proinflammatorisches Zytokin bezeichnet 
worden. Es hat sich jedoch auch gezeigt, dass IL-6 eine akute Akkumulation von 
neutrophilen Leukozyten nach intratrachealer Applikation von Endotoxin supprimiert 
[11;12]. Außerdem bewirkt IL-6 eine Hemmung der Expression anderer 
proinflammatorischer Zytokine sowie eine vermehrte Ausschüttung  des IL-1-Rezeptor-
Antagonisten und des löslichen TNFα-Rezeptors p55 [13;14;15]. Interleukin-6 weist dabei 
also pro- und antiinflammatorische Wirkungen auf.  
Aufgrund des pleiotropen Wirkungsspektrums, das sich auch in der Zahl der Synonyme 
widerspiegelt, wird auch eine Beteiligung in der Pathogenese einiger Krankheiten 
vermutet. Beispiele dafür sind Multiple Myelome, Autoimmunkrankheiten und 
postmenopausale Osteoporose [16]. 
Zu den Hauptproduzenten von Interleukin-6 gehören Monozyten, Fibroblasten und 
Endothelzellen. Als Stimulatoren für die Produktion und Freisetzung des IL-6 sind 
bakterielles LPS, doppelsträngige DNA, die Zytokine IL-1 und  TNFα beschrieben 
worden. 
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Humanes IL-6 besteht aus 184 Aminosäuren [7;8;17;18;19] und enthält zwei sequentielle 
Cysteinbrücken [20]. Es sind sowohl N- als auch O-glycosidisch gebundene 
Zuckerseitenketten nachgewiesen worden [21;22;23]. 
Strukturanalysen sagen dem Protein vier Alpha Helices voraus [24;25]. 
1.3. Zytokin-Rezeptoren 
Die Rezeptoren von verschiedenen Zytokinen und Wachstumsfaktoren hat Bazan  zur 
„haematopoietic growth factor receptor family” zusammengefasst [26]. Die 
Familienmitglieder zeichnen sich durch einige strukturelle Gemeinsamkeiten aus. So 
haben alle  Rezeptoren eine einzelne Transmembran-Domäne, und der N-Terminus der 
Proteine liegt extrazellulär. Desweiteren besitzen alle Zytokinrezeptoren eine 
extrazelluläre Region, die aus einzelnen Fibronectin-Typ III oder Ig-ähnlichen Domänen 
aufgebaut ist. 
In der Primärstruktur der extrazellulären Domäne findet sich ein WSXWS-Motiv,  die 
Aminosäurensequenz Tryptophan – Serin – X – Tryptophan – Serin. Dabei steht X für 
eine beliebige Aminosäure. Außerdem sind zwei Cysteinpaare konserviert. 
Strukturvorhersagen weisen auch auf eine sehr ähnliche dreidimensionale Struktur hin. 
1.4. Interleukin-6-Rezeptor 
Um auf einen Interleukin-6 Stimulus zu reagieren, benötigt die Zielzelle zwei 
verschiedene Rezeptoruntereinheiten. Die α-Kette (IL-6R, CD126), die Interleukin-6 
bindende Untereinheit, wurde von Yamasaki et al. kloniert [27]. Dieses Glykoprotein wird 
wegen seiner molekularen Masse von 80 kD auch gp80 genannt. Die von Hibi et al. 
klonierte β-Kette (CD130) wird aufgrund ihrer molekularen Masse auch als gp130 
bezeichnet [28]. Sie ist für die Weiterleitung des Signals in die Zelle verantwortlich [29;30]. 
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Während das gp130 in fast allen Organen exprimiert wird (z.B. Herz, Nieren, Milz, 
Leber, Lunge, Plazenta und Gehirn) [31], kann man den eigentlichen IL-6R nur in 
Leberzellen und Leukozyten finden. Das gp130 ist nicht nur die β-Kette für den 
Interleukin-6-Rezeptor. Es ist auch für die Signaltransduktion einiger anderer Zytokine 
(IL-11, oncostatin-M (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cadiotrophin-1 (CT-1), 
leukemia inhibitory factor (LIF), novel neurotrophin-1 (NNT-1)) notwendig [32;33;34;35]. 
Ein Komplex aus IL-6 und IL-6R ermöglicht die Bildung eines Homodimers von gp130. 
Dadurch werden assoziierte Janus Kinasen (Jak) aktiviert, die wiederum die STAT 
Faktoren (signal transducer and activator of transcription) Stat1 und Stat3 (APRF) an 
Tyrosinseitenketten phosphorylieren [36;37]. Die so aktivierten Stat Faktoren binden an 
den Enhancern der  IL-6 Zielgene [38;39]. Die gebildeten Komplexe aus IL-6 und seinen 
Rezeptoren werden rasch von der Zelle aufgenommen und die Empfindlichkeit der Zelle 
gegenüber des IL-6 nimmt ab [40;41;42]. 
1.5. Lösliche Zytokin-Rezeptoren 
Viele Zytokinrezeptoren sind in Körperflüssigkeiten von Menschen und Tieren als 
lösliche Formen nachgewiesen worden. Die löslichen Zytokinrezeptoren bestehen aus 
den extrazellulären Domänen der membranständigen Formen und sind nicht in der 
Zellmembran verankert. Dabei sind zwei Entstehungsmechanismen denkbar: 
(a) Eine alternativ gespleißte mRNA kann zu einer löslichen Form translatiert werden 
(differential mRNA splicing, DS). 
(b) Durch limitierte Proteolyse des membranständigen Rezeptors entsteht eine lösliche 
Form (shedding, proteolytic cleavage, PC). 
Für beide Mechanismen gibt es eine Reihe von Beispielen, von denen einige in 
Tabelle 2 als Übersicht aufgelistet sind (Übersichtsartikel: [43;44;45;46]). 
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Tabelle 2 – Entstehungsmechanismen von löslichen Zytokin-Rezeptoren 
Alternatives Spleißen 
(differential mRNA splicing, DS) 
Limitierte Proteolyse 
(shedding, proteolytic cleavage, PC) 
IL-4R [47] IL-1RII [48] 
IL-5R [49] IL-2R [50] 
IL-6R [51] IL-6R [52] 
IL-7R [53] GHR [54] 
IL-9R [55] HGFR [56] 
EPOR [57]  
GHR [58]  
LIFR [59]  
 
Die löslichen Formen haben in der Regel ihre Fähigkeit zur Ligandenbindung behalten 
[60]. Im Vergleich zu den membrangebundenen Rezeptoren verringert sich dabei die 
Affinität in der Regel um weniger als eine Zehnerpotenz. Da die löslichen Rezeptoren in 
wesentlich höherer Konzentration als die Liganden vorliegen, kann man von einer 
physiologischen Funktion ausgehen. In den meisten Fällen können die löslichen 
Rezeptoren die Liganden neutralisieren, wirken also antagonistisch. 
Für die löslichen Rezeptoren einiger Zytokine wird aber auch eine agonistische Wirkung 
beschrieben. Ein Beispiel ist der lösliche Interleukin–6-Rezeptor (sIL-6R). Hier bewirkt 
der Komplex aus IL-6 und sIL-6R eine Dimerisation des membranständigen gp130 [30;61]. 
Das gp130 Homodimer startet dann die Signaltransduktion. In Gegenwart von sIL6-R 
kann deshalb das Interleukin–6 auch auf Zellen wirken, die nicht den membranständigen 
Interleukin–6-Rezeptor aber gp130 exprimieren [62].  
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1.6. Löslicher Interleukin-6-Rezeptor 
Lösliche Interleukin-6-Rezeptor ist in verschiedenen Körperflüssigkeiten nachweisbar 
[63;64]. Die Serumkonzentration vom sIL-6R beträgt etwa 30 ng/ml. 
Es ist eine alternativ gespleißte mRNA identifiziert worden, die für eine lösliche Form 
des Interleukin-6-Rezeptors kodiert. Dieser mRNA fehlen 94 Nukleotide, welche die 
transmembrane Domäne kodieren [51]. Diese Deletion bewirkt außerdem eine Änderung 
des Leserasters, so dass diese lösliche Form des Rezeptors eine C-terminale 
Aminosäurensequenz (GSRRRGSCGL) aufweist, die im membrangebundenen 
Rezeptor nicht vorkommt [65]. Ob diese mRNA wirklich zu einem löslichen Rezeptor 
(DS-sIL-6R, differential mRNA splicing) translatiert wird, ist bisher noch nicht 
nachgewiesen worden. 
Dagegen konnte in den Überständen einer Zellkultur eine lösliche Form gefunden 
werden, die eindeutig durch limitierte Proteolyse des membranständigen Interleukin-6-
Rezeptors entstanden ist (PC-sIL-6R, proteolytic cleavage) [52]. 
1.7. Zielsetzung der Arbeit 
Für ein tieferes Verständnis der physiologischen und pathophysiologischen Funktionen  
des löslichen Interleukin-6-Rezeptors sind Kenntnisse über dessen Ent-
stehungsmechanismus unentbehrlich.  
Dazu wurde natürlich vorkommender löslicher IL-6R aus Humanplasma gereinigt, um zu 
analysieren, ob der sIL-6R im Humanplasma durch limitierte Proteolyse, durch alternativ 
gespleißte mRNA oder durch beide Mechanismen entstanden ist. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Chemikalien 
Alle Chemikalien wurden in der Qualität “pro analysi” verwendet. Alle Enzyme wurden, 
falls im Text nicht anders angegeben, von der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
bezogen 
2.2. Zytokine und Zytokin-Rezeptoren 
Das in dieser Arbeit verwendete rekombinante Interleukin-6 ist in E. coli exprimiert und 
nach der von Arcone et al. beschriebenen Methode gereinigt worden [66]. 
Der rekombinante lösliche Interleukin-6-Rezeptor  (sIL-6R) ist in Baculovirus infizierten 
Insektenzellen exprimiert und mit dem von Weiergräber et al. veröffentlichten Verfahren 
isoliert worden [60]. Der sIL-6R entspricht in seiner Primärstruktur einem durch limitierte 
Proteolyse entstandenen löslichen Rezeptor. 
2.3. Monoklonale Antikörper 
Die monoklonalen Antikörper mab5, mab6 und mab7 sind alle gegen den 
rekombinanten löslichen Interleukin-6-Rezeptor gerichtet und von Weiergräber et al. 
näher charakterisiert worden [60]. Die Bindungsstellen von mab5 und mab7 liegen im 
Bereich der Aminosäuren 1 bis 67, mab6 bindet zwischen den Aminosäuren 68 und 143 
des löslichen Interleukin-6-Rezeptors. 
Für den sIL-6R ELISA wurden die monoklonalen anti-sIL-6R Antikörper B-N12 und B-R6 
benutzt. 
Der Antikörper B-K11 diente als Kontroll-Antikörper. 
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2.4. Proteinbestimmung nach Bradford 
Um Proteine in gelöster Form quantitativ zu bestimmen, wurde die Proteinbestimmung 
nach Bradford et al. durchgeführt [67]. Es wurde ein kit der Firma BioRad verwendet. Zu 
1 ml BioRad Gebrauchslösung wurden je 0,12 ml der Proben für die Eichgerade (0 bis 
12 µg BSA im jeweilig verwendeten Probenpuffer) bzw. der Testlösung zugegeben und 
der Küvetteninhalt gemischt. Die Proteinkonzentration wurde nach 15 min über Messung 
der OD bei 595 nm bestimmt. 
2.5. Bestimmung der IL-6 und sIL-6R Konzentrationen (ELISA) 
Kopplung von Biotin an den 2. Antikörper 
Vor der Kopplung wurde die Antikörperlösung auf den „Puffer A“ umgepuffert. Dann 
wurde 0,63 mg long chain biotin pro Milligramm Antikörper hinzugegeben. Das long 
chain biotin war in einer Konzentration von 100 mg/ml in DMSO gelöst. Nach 
zweistündiger Inkubation wurde die Lösung über Nacht gegen „PBS“ bei 4 °C dialysiert. 
Puffer A PBS 
0,1 M NaHCO3 0,8 % NaCl 
pH 8,5  0,02 % KCl 
  0,144 % Na2HPO4 
  0,024 % KH2PO4 
  pH 7,4 
Sandwich-ELISA 
Die Konzentrationen von löslichem Interleukin-6-Rezeptor wurden mit einem 
Sandwich-ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) bestimmt. 
Der erste Antikörper (B-R 6) wurde in einer Konzentration von 0,1 µg/ml in „PBS“-Puffer 
gelöst. Von dieser Lösung wurde in jede Vertiefung (well) der Mikrotiterplatte 0,1 ml 
gefüllt und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurde ein großer 
Teil des Antikörpers an der Oberfläche des wells absorbiert (coating). 
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Vor dem nächsten Schritt wurden die einzelnen Vertiefungen viermal mit destilliertem 
Wasser und einmal mit „PBS-Tween“-Puffer gründlich gewaschen und anschließend 
durch kräftiges Ausschlagen getrocknet. Jedes well wurde mit 0,1 ml in „PTG“-Puffer 
gelöster Probe befüllt. Alle Proben wurden doppelt, d.h. in zwei verschiedenen wells, 
analysiert. Anschließend gab man noch jeweils 10 µl von dem in „PTG“-Puffer gelösten 
zweiten, mit Biotin gekoppelten Antikörper (B-N12) in einer Konzentration von 1 µg/ml 
hinzu. Die Mikrotiterplatte wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
Nach der Inkubation wurden die Mikrotiterplatte wieder dreimal mit Wasser und einmal 
mit „PBS-Tween“ gewaschen und wie beschrieben die Platte getrocknet. Darauf wurde 
jede Probe mit 100 µl einer streptavidin-polyhorseradish-peroxidase (SHRP)-Lösung 
beschickt. Das Enzym wurde dabei in einem Verhältnis von 1:1.000 in einem „PBS“-
Puffer mit 2% Vollmilch gelöst.  
Nach 30 Minuten wurde die Platte viermal mit Wasser und einmal mit „PBS-Tween“ 
gewaschen, bevor 0,1 ml der Färbelösung in jedes well pipetiert wurde. Nach wenigen 
Minuten, sobald die letzten wells anfingen, sich bläulich zu verfärben, wurde die 
Farbreaktion durch Zugabe von 100 µl 2 M Schwefelsäure gestoppt. Die Lösungen in 
den Vertiefung verfärbten sich durch das Ansäuern gelb. 
Die Konzentrationen wurden anhand einer Eichkurve bestimmt. Die Werte der Eichkurve 
wurden mit mindestens sieben exponentiellen Verdünnungen einer definierten Probe 
und einem Leerwert bestimmt. 
Um IL-6-Konzentrationen zu bestimmen, wurde ein von Helle et al. beschriebener 
Sandwich-ELISA durchgeführt [68].  
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PBS PBS-Tween  
0,8 %  NaCl 0,8 % NaCl 
0,02 %  KCl 0,02 % KCl 
0,144 % Na2HPO4 0,144 % Na2HPO4 
0,024 % KH2PO4 0,024 % KH2PO4 
pH 7,4  0,05 % Tween 20 
  pH 7,4 
PTG Färbelösung 
0,8  NaCl 0,003 % H2O2 
0,02 % KCl 0,001 % TMB 
0,144 % Na2HPO4 0,1 M NaAcetat 
0,024 % KH2PO4 pH 5,5 
0,02 % Tween 20 
0,2 % Gelatine 
pH 7,4 
2.6. Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma 
Präparation der Immunaffinitätschromatographiesäule 
Für die Reinigung des löslichen Interleukin-6-Rezeptors wurde eine 
Immunaffinitätschromatographiesäule benötigt. Es wurden 2,5 mg des monoklonalen 
anti-sIL-6R Antikörpers mab5 durch 285 mg Cyanogenbromid aktivierter Sepharose 
(Pharmacia) immobilisiert. Dabei wurde nach der Anleitung des Herstellers gearbeitet. 
Der Antikörper wurde über Nacht bei 4 °C gegen den Kopplungspuffer dialysiert und zu 
der in Salzsäure gequollenen und mit Kopplungspuffer äquilibrierten CNBr-Sepharose 
gegeben. Die Kopplung erfolgte zwei Stunden bei Raumtemperatur. Nach dem 
Wegwaschen des überschüssigen Antikörpers mit dem Kopplungspuffer wurden die 
verbliebenen aktiven Gruppen durch zweistündige Inkubation mit „Tris-Puffer“ blockiert. 
Die Sepharose wurde in drei Zyklen mit alternierendem pH gewaschen. Jeder Zyklus 
bestand aus einem Waschschritt mit „Acetat-Puffer“ und einem mit „Tris-Puffer“. 
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Kopplungspuffer Acetat-Puffer 
0,1 M NaHCO3 0,1 M Acetat 
0,5 M NaCl 0,5 M NaCl 
pH 8,3  pH 4,0 
Tris-Puffer 
0,1 M Tris-HCl 
0,5 M NaCl 
pH 8 
Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma 
Das Humanplasma wurde freundlicherweise vom Blutspendedienst des Klinikums an 
der RWTH Aachen zur Verfügung gestellt. Zu 300 ml des Humanplasmas wurden 3 ml 
1 M CaCl2 Lösung hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 90 Minuten bei 37 °C 
wurde das CaCl2 mit 10 ml 0,5 M EDTA chelatisiert. Die ausgefallenen Proteine wurden 
durch zwanzigminütige Zentrifugation mit 14.000 g sedimentiert.  
Der Überstand wurde mit einer Flussrate von 20 ml/h über die Immunaffinitätssäule 
geleitet. Dieser und die folgenden Arbeitsschritte fanden alle im Kühlraum bei einer 
Temperatur von 4 °C statt. 
Die ungebundenen Proteine wurden anschließend mit mehreren Spüllösungen 
herausgewaschen: 50 ml „PBS-TENN-Puffer“, 20 ml „MgCl2 Lösung 1 M“, 20 ml 
„0,5xPBS-Tween“ und 5 ml „MgCl2 Lösung 1,5 M“. 
Mit 7 ml der „MgCl2 Lösung 2 M“ konnte dann der gereinigte lösliche Rezeptor von der 
Chromatographiesäule eluiert werden. 
Das Eluat wurde anschließend mit der PD-10-Säule (Pharmacia) auf den  „PBS-TENN 
Puffer“ eingestellt und der lösliche Interleukin-6-Rezeptor mit einem Centricon-10-
Mikrokonzentrator (Amicon) auf 10 µg/ml konzentriert.  
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PBS-TENN Puffer 0,5xPBS-Tween 
2,9 % NaCl 0,4 % NaCl 
0,02 % KCl 0,02 % KCl 
0,144 % Na2HPO4 0,072 % Na2HPO4 
0,024 % KH2PO4 0,012 % KH2PO4 
0,05 % Tween 20 0,2 % Tween 20 
0,19 % EDTA Natrium pH 7,4 
pH 7,4 
MgCl2 Lösung 1 M MgCl2 Lösung 1,5 M 
1,0 M MgCl2 1,5 M MgCl2 
0,05 % Tween 20 0,05 % Tween 20 
MgCl2 Lösung 2 M 
2,0 M MgCl2 
0,05 % Tween 20 
2.7. Gelfiltration 
Für die Gelfiltration wurde eine kalibrierte Superdex 200 16/60 Säule (Pharmacia) 
verwendet. Sie wurde mit „PBS-Mercaptoethanol“ äquilibriert. Bei einer Flussrate von 
1 ml/min wurden 1,5 µg des gereinigten sIL-6R aufgetragen. Vom Eluat wurden 1 ml 
Fraktionen gesammelt, um diese auf IL-6 und sIL-6R Gehalt zu untersuchen. 
PBS-Mercaptoethanol 
0,8 % NaCl 
0,02 % KCl 
0,144 % Na2HPO4 
0,024 % KH2PO4 
5 mM Mercaptoethanol 
pH 7,4 
2.8. Echtzeit Bindungsanalysen 
Mit dem IAsys cuvette system (Fisons, Cambridge (UK)) kann man in Echtzeit 
Interaktionen zwischen verschiedenen Molekülen beobachten. In einer gerührten, in sich 
geschlossenen Mikroküvette wird dabei ein auf der Sensoroberfläche immobilisierter 
Bindungspartner mit der Probe versetzt [69]. Mit der Massenänderung an der 
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Sensoroberfläche durch Assoziation bzw. Dissoziation ändert sich in dieser Schicht der 
Brechungsindex und der Resonanzwinkel, der mittels einer spezifischen Laser-Reflexion 
abgefragt wird (resonant mirror affinometrie, RMA). In dieser Arbeit wurde die 
Küvettenoberfläche mit N-Hydroxysuccinimid 1-Ethyl-3-(3-Dimethylamino-
propyl)-Carbodiimid (NHS/EDAC) aktiviert und anschließend mit 25µg/ml des 
monoklonalen Antikörpers mab5 in einer „Natriumacetat Lösung“ acht Minuten inkubiert. 
Die nicht gebundenen Antikörper  wurden durch mehrmaliges Spülen der Küvette mit 
„PBS-T“ entfernt. Die verbliebenen aktivierten Gruppen der Küvettenoberfläche wurden 
mit einer „Blocklösung“, die fünf Minuten einwirkte, inaktiviert.  
Der gereinigte sIL-6R wurde in einer Konzentration von 5 µg/ml in „PBS-T“ in die 
Küvette gegeben. Nachdem man in Echtzeit die Bindung bis zur Sättigung beobachten 
konnte, wurde die Küvette mit „PBS-T“ gespült und anschließend rekombinantes IL-6 
(10 µg/ml in „PBS-T“) in die Küvette gegeben. Die Interaktion zwischen IL-6 und seinem 
löslichen Rezeptor konnte nun nachgewiesen werden. 
PBS-T Natriumacetat-Lösung 
0,8 % NaCl 10 mM Natriumacetat 
0,02 % KCl pH 4,8 
0,144 % Na2HPO4 
0,024 % KH2PO4 
0,05 % Tween 20 
pH 7,4 
Blocklösung 
1 M Ethanolamin 
pH 8,5 
2.9. Biologischer Test 
Zum Austesten der biologischen Wirksamkeit des sIL-6R wurden HepG2-IL-6-Zellen in 
96 well Mikrotiterplatten in DMEM/F12, 10% FCS (Gibco, BRL) kultiviert. HepG2-IL-6-
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Zellen sind stabil transfizierte Leberzellen, die Interleukin-6 produzieren, aber keine 
membrangebundenen IL-6-Rezeptoren aufweisen [61]. 
Sobald die Zellen eine Dichte von 70 % erreicht hatten, wurden sie durch eine Gabe von 
10 ng bis 200 ng sIL-6R für 18 Stunden stimuliert. Anschließend wurden die Zellen in 
einem Minimalmedium ohne Methionin und Cystein kultiviert. Nach 15 Minuten wurden 
sie für 4 Stunden mit 30 µCi 
35
S-Methionin in Minimalmedium inkubiert. 
Als nächstes wurde der Überstand mit dem sezernierten α1-Antichymotrypsin  
abgenommen und mit 100 µl Pansorbin 18 Stunden im Kühlraum  über Kopf geschüttelt. 
Nach Zentrifugation (5 Minuten bei 10.000 g) wurde der Überstand mit 1 µl eines 
polyklonalen Anti-α1-Antichymotrypsin-Antikörpers vom Kaninchen (Dako, Hamburg) für 
weitere zwei Stunden  bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden 5 mg vorgequollene 
Protein A Sepharose hinzugegeben und für eine weitere Stunde im Kühlraum über Kopf 
geschüttelt. Nach einer zweiminütigen Zentrifugation (10.000 g) wurde die Sepharose 
zweimal mit „TNET“-Puffer und einmal mit „PBS“-Puffer gewaschen.  
Die Sepharose mit dem über das Antiserum gebundenen α1-Antichymotrypsin wurde 
daraufhin mit doppelt konzentriertem Laemmli-Proben Puffer behandelt und die gelösten 
Proteine mit Hilfe einer SDS-PAGE getrennt. 
Nach dem Trocknen des Gels wurde 35S-markiertes α1-Antichymotrypsin durch 
Autoradiographie nachgewiesen. 
TNET PBS 
20 mM Tris-HCl 200 mM NaCl 
140 mM NaCl 2,5 mM KCl 
5 mM EDTA-Na 8 mM Na2HPO4 
1 % Triton X-100 1,5 mM KH2PO4 
2 mM Methionin pH 7,4 
0,01 % NaN3 
pH 7,5 
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2.10. Synthese der Oligopeptide TSL14 und GSR10 und Generierung des 
Antiserums AS366 
Die Synthese der Oligopeptide TSL10 und GSR14 und die Generierung des Antiserums 
AS366 wurde im Rahmen einer Kooperation von Prof. Werner Müller-Esterl (Mainz) 
durchgeführt. 
Die Peptide TSL14 (TSLPGSRRRGSCGL) und GSR10 (GSRRRGSCGL) 
repräsentieren die Primärstruktur der 14 bzw. 10 C-terminalen Aminosäuren des von 
einer alternativ gespleißten mRNA translatierten löslichen IL-6-Rezeptors (DS-sIL-6R). 
Die Oligopeptide wurden durch Festphasen-Peptidsynthese mittels der 
Fluorenylmethoxycarbonyl Chemie hergestellt. Die Peptide wurden mittels HPLC 
gereinigt und durch Edman-Abbau sequenziert. 
Das TSL14 Peptid wurde mit 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-carbodiimid 
(NHS/EDAC) an das Trägerprotein keyhole limpet hemocyanin gekoppelt. Damit wurden 
Kaninchen immunisiert [70]. 
Das resultierende Antiserum anti-TSL14 (AS366) wurde auf Antigenspezifität und auf 
Kreuzreaktionen mittels indirektem ELISA getestet. 
2.11. Reinigung  des Antiserums AS366 durch Affinitätschromatography 
Die Reinigung des Antiserums AS366 wurde im Rahmen einer Kooperation von Prof. 
Werner Müller-Esterl (Mainz) durchgeführt. 
Das Peptid GSR10 wurde kovalent an Affi-Gel 10 (1 mg/ml Gel) nach den Vorschriften 
des Herstellers BioRad gebunden. Dann wurde das Antiserum AS366 dem Gel 
hinzugegeben (5 mg/ml Gel) und unter leichten Bewegungen bei 4 °C inkubiert. Nach 12 
Stunden wurde das Gel dreimal mit PBS-Puffer gewaschen und anschließend die 
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Antikörper mit 0,2 M Glycin pH 2,5 eluiert. Das Eluat wurde sofort mit 1 M KOH 
neutralisiert. 
Die Antikörper (I122) wurden mit Centricon-30-Mikrokonzentratoren (Amicon) entsalzt 
und konzentriert. Spezifität und Reinheit der Antikörper wurden durch ELISA und 
SDS-PAGE überprüft [71]. 
2.12. SDS Polyacrylamidgel Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Elektrophorese 
Die Proteine wurden elektrophoretisch nach der Methode von Laemmli et al. (1970) in 
einem SDS Polyacrylamidgel getrennt. Die Elektrophorese erfolgte in einer vertikalen 
Flachgelapparatur. Die verwendeten Polyacrylamidgele bestanden aus 10%-igem 
Trenngel und 4%-igem Sammelgel. 
Die zu analysierenden Proben wurden mit „Laemmli-Proben-Puffer“ versetzt und fünf 
Minuten auf 95 °C erhitzt, abgekühlt und anschließend 20 Sekunden bei 10 000 g 
zentrifugiert. 
Acrylamid-Fertiglösung Trenngelpuffer 
30 % Acrylamid 1,5 M Tris-HCl 
0,3 % Bisacrylamid 
pH 8,8 
Sammelgelpuffer 
2 M Tris-HCl 
pH 6,8 
Trenngel  Sammelgel 
5,9 ml H2O bidest 4 ml H2O bidest 
5,1 ml Acrylamid Fertiglösung 0,625 ml Acrylamid Fertiglösung 
3,8 ml Trenngelpuffer 0,313 ml Sammelgelpuffer 
15 µl TEMED 5 µl TEMED 
75 µl SDS 20 % 25 µl SDS 20 % 
75 µl APS 20 % 40 µl APS 20 % 
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Laemmli-Proben-Puffer Laufpuffer 
50 mM Tris-HCl 0,025 M Tris-HCl 
2 % SDS 0,2 M Glycin 
10 % Glycerol 0,1 % SDS 
3 % Mercaptoethanol pH 8,3 
0,1 % Bromphenolblau 
pH 6,8 
Färbungen von Proteingelen  
Es wurden zwei verschiedene Färbungen vorgenommen: 
Coomassie-Blau-Färbung: 
Das Gel wurde nach der Elektrophorese etwa 15 Minuten unter leichter Bewegung mit 
„Färbelösung“ behandelt und anschließend in Essigsäure (10 %) entfärbt.  
Färbelösung 
10 % Essigsäure 
50 % Methanol 
0,24 % Coomassie-Brilliant Blau 
 
Silberfärbung 
Alle Färbeschritte erfolgten bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln. Nach der 
Elektrophorese wurde das Gel mindestens 90 Minuten in der „Lösung A“ fixiert. Danach 
wurde es dreimal 20 Minuten mit 50%-igem Ethanol gewaschen, 60 Sekunden mit 
„Lösung B“ behandelt und anschließend dreimal 20 Sekunden mit Wasser (bi. dest.) 
abgespült wurde. Danach wurde das Gel in „Lösung C“ 20 Minuten imprägniert und 
noch zweimal 20 Sekunden mit Wasser (bi. dest.) abgespült. Anschließend wurde das 
Gel in „Lösung D“ bis zur ausreichenden Färbung entwickelt. Die Färbereaktion wurde 
durch Eintauchen des Gels in Lösung E gestoppt.  
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Lösung A  Lösung B 
50 % Ethanol 0,02 % Na2S2O3.H2O 
12 % Essigsäure 
0,05 % Formaldehyd (37 %) 
Lösung C  Lösung D 
0,1 %  AgNO3 3 % Na2CO3 
0,07 % Formaldehyd (37 %) 0,05 %  Formaldehyd (37 %) 
  0,0002 % Na2S2O3.H2O 
Lösung E 
0,38 % EDTA-Na 
2.13. Immunpräzipitation 
Als Vorbereitung für die Immunpräzipitation wurden 100 ng des gereinigten bzw. des 
rekombinanten löslichen Interleukin-6-Rezeptors mit 100 µg Protein A Sepharose vier 
Stunden bei einer Temperatur von 4 °C inkubiert. Sowohl der Rezeptor als auch die 
Protein A Sepharose waren in „PBS-T“ Puffer gelöst bzw. vorgequollen. Nach einer 
kurzen Zentrifugation (20 Sekunden bei 10.000 g) wurden Aliquots des Überstands mit 
20 ng löslichem Rezeptor und mit Antikörpern für eine Stunde im Kühlraum über Kopf 
geschüttelt. Die verwendeten Antikörper waren entweder 10 µg des monoklonalen 
anti-sIL-6R Antikörpers mab7 oder 10 µg eines nicht-spezifischen monoklonalen 
Antikörpers (B-K11) oder 30 µg des gereinigten TSL14 Serums I122. Sie wurden mit 4 
mg Protein A Sepharose nach weiteren 18 Stunden Inkubation bei 4 °C präzipitiert. 
Nach dreimaligem Waschen mit großen Volumina „PBS-T“ Puffer, wurden die 
gebundenen Proteine mit 2 M MgCl2 eluiert. Anschließend wurde die Konzentration vom 
sIL-6R im Eluat mit dem ELISA gemessen. 
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PBS-T 
0,8 % NaCl 
0,02 % KCl 
0,144 % Na2HPO4 
0,024 % KH2PO4 
0,05 % Tween 20 
pH 7,4 
2.14. Deglykosylierung 
Für die Deglykosylierung des gereinigten löslichen IL-6R wurden 0,5 µg des Rezeptors 
mit Aceton gefällt. Anschließend wurde das ausgefällte Protein in 20 µl 
„PNGaseF-Puffer“ aufgenommen und 24 Stunden bei 37 °C mit 200 mU PNGaseF 
(Boehringer) inkubiert. 
PNGaseF-Puffer 
250 mM Na2HPO4 
50 mM EDTA 
1,25 % Triton X-100 
0,1 % SDS 
1 % β-Mercaptoethanol 
pH 7,5 
2.15. Western-Blot 
Transfermethoden (Semi-Dry-Verfahren) 
Um die Proteine nach ihrer Auftrennung mittels SDS-PAGE immunologischen 
Nachweismethoden zugänglich zu machen, mussten sie vorher auf geeignete 
Membranen transferiert werden. In dieser Arbeit wurden Nitrozellulose und PVDF 
(Polyvinylidenfluorid) Membranen verwendet. Die Übertragung erfolgte in einer 
semi-dry-blot Kammer mit einem diskontinuierlichen Puffersystem. 
— 25 — 
  
Transfer auf Nitrozellulose 
Auf die untere Elektrode wurden vier Lagen in „Anodenpuffer 1“ getränkte Whatman 
Papiere gelegt. Darüber kamen zwei Lagen, die in „Anodenpuffer 2“ getränkt waren. Als 
nächstes kam die auch in „Anodenpuffer 2“ getränkte Nitrozellulosemembran gefolgt von 
dem in Kathodenpuffer gewaschen Elektrophoresegel. Abgeschlossen wurde das 
System mit sechs Lagen in „Kathodenpuffer“ getränktem Filterpapier. Die Luftblasen 
zwischen den einzelnen Lagen wurden sorgfältig und vorsichtig mit einem Glasstab 
entfernt. Die nun folgende obere Glaskohlenstoffelektrode wurde mit einem Gewicht 
beschwert. Der Transfer erfolgte mit einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 Gel bei 
Raumtemperatur. 
Anodenpuffer 1 Anodenpuffer 2 
0,3 M Tris-HCl 0,025 M Tris-HCl 
pH 10,4  pH 10,4 
Kathodenpuffer 
0,025 M  Tris-HCl 
0,04 M ε-Aminocarponsäure 
0,01 %  SDS 
pH 9,4 
Transfer auf eine PVDF-Membran 
Die PVDF Membran zeichnet sich vor allem durch ihre mechanische Stabilität aus. 
Aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften musste die Membran vor dem Äquilibrieren 
kurz mit Methanol benetzt werden. Der Blotaufbau und der Transfer erfolgten wie bei der 
Nitrozellulosemembran beschrieben. 
Die weitere Behandlung des blots wurde mit dem BM Chemiluminescence Blotting Kit 
(Boehringer, Mannheim) nach Vorschrift des Herstellers durchgeführt 
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Immundetektion 
Zuerst wurde die Membran eine Stunde in „1% Blocklösung“ bei Raumtemperatur 
geblockt. Anschließend wurde der erste Antikörper in „0,5% Blocklösung“ auf eine 
Konzentration von 4 µg/ml eingestellt. In dieser Lösung wurde die Membran wieder für 
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal in 
großen Volumina „TBST“ Lösung und zweimal in „0,5% Blocklösung“ für jeweils 
10 Minuten gewaschen.  
Als nächstes wurde ein polyklonaler, Peroxidase konjugierter goat-anti-rabbit Antikörper 
(Dianova, Hamburg) auf eine Konzentration von 4 µg/ml in „0,5% Blocklösung“ verdünnt. 
Darin wurde die Membran 30 Minuten inkubiert und anschließend viermal in TBST 
Lösung für jeweils 15 Minuten gewaschen. 
TBST 0,5% Blocklösung 
50 mM TrisHCl 50 mM  TrisHCl 
150 mM NaCl 150 mM NaCl 
0,1 % Tween 20 5 % „blocking reagent” 
pH 7,5  pH 7,5 
1% Blocklösung blocking reagent 
50 mM TrisHCl Bestandteil des kits von 
150 mM NaCl Boehringer Mannheim (BM) 
10 % „blocking reagent“ 
pH 7,5 
2.15.5. Belichtung des ECL-Films 
Als erstes wurde die Membran kurz getrocknet, indem man mit den Ecken kurz ein 
saugstarkes Papier berührte. Die Membran wurde nun 60 Sekunden in der  
„Detektionslösung“ inkubiert und in transparente Folie eingepackt. Dabei musste man 
sicherstellen, keine Luftblasen zwischen Folie und Membran zu hinterlassen. 
Anschließend belichtete man mit der eingepackten Membran den Lumineszenz 
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Detektionsfilm hyperfilm-ECL (Amersham) für 5 Sekunden bis 10 Minuten, je nach 
Intensität des Signals. 
Detektionslösung 
99 % solution A 
1 % solution B 
(beides Bestandteil des kits von BM) 
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3. Ergebnisse 
3.1. Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma 
Die Anreicherung des löslichen Interleukin-6-Rezeptors (sIL-6R) war für seine nähere 
Charakterisierung unbedingt notwendig. Als Quelle bot sich humanes Blutplasma an. Es 
ist einerseits relativ leicht verfügbar und andererseits ist dort die Konzentration des 
sIL-6R im Vergleich zu anderen Körperflüssigkeiten hoch. 
Bei einer sIL-6R Konzentration von durchschnittlich 35 ng/ml im Humanplasma, war eine 
zweimillionenfache Anreicherung notwendig, um homogenes Protein zu erhalten. Aus 
diesem Grund wurden nur affinitätschromatographische Reinigungsmethoden ein-
gesetzt. 
Die Blutbank im Aachener Klinikum stellte das Plasma zur Verfügung. Vor der ersten 
Chromatographie löste die Zugabe von Calciumchlorid die plasmatische Gerinnung aus, 
um das Plasma von den Gerinnungsfaktoren zu befreien. Nach Koagulation wurde 
EDTA hinzugegeben, um ein weiteres Ausfällen von Proteinen im Überstand der 
nachfolgenden Zentrifugation zu verhindern. 
Die sIL-6R Konzentration im auf diese Weise gewonnenen Serum unterschied sich nicht 
von der im Plasma, d. h. dieser Reinigungsschritt ist mit keinem Verlust an sIL-6R 
verbunden. 
Der monoklonale Antikörper mab5 besitzt eine hohe Affinität zum sIL-6R und wurde 
deshalb für die Immunaffinitätschromatographie ausgewählt. Der Antikörper wurde an 
Cyanogenbromid-aktivierter Sepharose immobilisiert. Aus der mit dem mab5 
gekoppelten Sepharose wurde eine Immunaffinitätschromatographiesäule präpariert, auf 
die das Serum aufgetragen wurde. Um die Anreicherung zu optimieren, wurde die Säule 
vor der Elution des Rezeptors mit verschiedenen Puffern gewaschen. 
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Mit einer 2 M MgCl2-Lösung wurde der Rezeptor von der Säule eluiert. In einem 
typischen Experiment war das Eluat etwa 140.000-fach angereichert. Die Ausbeute lag 
bei einem Anteil von mehr als 95 % und die Reinheit betrug etwa 7,5 % (Tabelle 3). 
Tabelle 3 – Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma 
Die Proteinmenge des Eluates der Immunaffinitätschromatographie mit saurem Glycinpuffer wurde 
nicht gemessen, da die Proteinkonzentration für die benutzte Messmethode zu gering war. Die 
Homogenität von sIL-6R nach zusätzlicher IL-6-Affinitätschromatographie wurde nach SDS PAGE mir 
Hilfe einer Silberfärbung demonstriert (vgl. Abbildung 1, Spur 3). 
Reinigungsschritt Protein
(mg) 
sIL-6R 
(µg) 
Anreicherung 
(-fach) 
Ausbeute
(%) 
Plasma nach der CaCl2 Behandlung 21.000 11,0 1 100
Immunaffinitätschromatographie  
 Eluat mit MgCl2 0,14 10,5 140.000 95
 Eluat mit saurem Glycinpuffer n.d. 0,5 n.d. 5
IL-6-Affinitätschromatographie  
 des Eluats mit MgCl2  0,10 9,5 180.000 86
 des Eluats mit saurem Glycinpuffer - 0,5 1.900.000 5
 
Der durch die MgCl2-Lösung nicht eluierte Anteil des sIL-6R konnte mit einem sauren 
Glycinpuffer eluiert werden. Diese Fraktion ließ sich mit einer 
IL-6-Affinitätschromatographiesäule in einem weiteren Schritt bis zur Homogenität 
aufreinigen. Hierzu wurde rekombinantes IL-6 an BrCN-aktivierter Sepharose 
immobilisiert. Nach SDS PA-gelelektrophoretischer Trennung stellte sich der sIL-6R als 
eine einzelne Bande mit einer scheinbaren molekularen Masse von etwa 65 kD dar 
(Abbildung 1, 3. Spur). 
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Abbildung 1 SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit nachfolgender Silberfärbung des 
gereinigten, löslichen Interleukin-6-Rezeptors (sIL-6R) aus Humanplasma:  
Spur 1 Markerproteine; Spur 2 Proteine nach Immunaffinitätschromatographie; Spur 3 
Proteine nach Immun- und IL-6-Affinitätschromatographie. 
Nach dem Auftragen von Humanserum auf die Immunaffinitätschromatographiesäule mit 
dem Antikörper mab5 konnte ein Großteil des sIL-6R mit 2 M MgCl2 eluiert werden. Dabei 
wurde der sIL-6R 140.000-fach angereichert und stellt sich nach der SDS-PAGE in Spur 2 
auf Höhe des Pfeiles dar. Mit einem saurem Glycinpuffer konnte der restliche sIL-6R von der 
Säule eluiert werden. Diese Fraktion ließ sich mit einer zusätzlichen 
IL-6-Affinitätschromatographie bis zur Homogenität aufreinigen (Spur 3). 
Eine homogene Aufbereitung der aus der Immunaffinitätschromatographiesäule durch 
Magnesiumchlorid eluierten, stark angereicherten Rezeptorfraktion war uns nicht 
möglich. Die sIL-6R Konzentration und die Reinheit dieser Fraktion reichte aber für die 
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geplanten Untersuchungen aus. Für die weiteren Experimente wurde deshalb diese 
stark angereicherte Präparation des sIL-6R benutzt. 
3.2. Gelfiltration des sIL-6R 
Mit Hilfe der Gelfiltration sollte die molekulare Masse des sIL-6R bestimmt werden. 
Um die Gelfiltrationssäule zu eichen, wurden die Retentionszeiten von vier 
Markerproteinen mit bekannter molekularer Masse bestimmt. 
Ein Aliquot des gereinigten sIL-6R wurde anschließend auf die so äquilibrierte 
Gelfiltrationssäule aufgetragen. In den Fraktionen wurde der Gehalt an sIL-6R und IL-6 
mit Hilfe eines ELISA bestimmt. Es zeigte sich, dass der sIL-6R in einem peak eluiert 
wird (Abbildung 2 – oben). Er entspricht einer molekularen Masse von etwa 93 kD 
(Abbildung 2 – unten). 
Um zu untersuchen, ob in der Aufbereitung des löslichen IL-6R aus Humanplasma auch 
IL-6 an seinem Rezeptor gebunden war, ist die Konzentration des Cytokins im Eluat der 
Gelfiltration mit einem ELISA bestimmt worden.  Die registrierten Mengen waren dabei 
so gering, dass das Signal im ELISA zu schwach für eine quantitative Auswertung war. 
Interleukin-6 wurde nur in der ersten Fraktion nachgewiesen, in der auch löslicher 
Rezeptor gefunden wurde. Diese Fraktion entspricht einer molekularen Masse von etwa 
105 kD. 
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Abbildung 2 Gelfiltration des gereinigten, löslichen Interleukin-6-Rezeptors (sIL-6R):  
Oben: Nach Auftragen des gereinigten sIL-6R, wurden Fraktionen des Eluats zu je 1 ml 
gesammelt. In diese Fraktionen wurde mit Hilfe eines ELISA der Gehalt an sIL-6R und an 
IL-6 bestimmt. Der peak der sIL-6R Konzentration nach 66 min entspricht einer scheinbaren 
molaren Masse von 93 kD. IL-6 wurde nur in der Fraktion nach 63 min nachgewiesen 
(entspricht 105 kD). 
Unten: Die Gelfiltrationssäule wurde bei einem flow von 1 ml/min mit vier Markerproteinen 
kalibriert: Alkoholdehydrogenase (140 kD), BSA (68 kD), Ovalbumin (45 kD) und Lysozym 
(14 kD). 
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3.3. Untersuchung zur IL-6-Bindung an seinem löslichen Rezeptor 
Um zu bestätigen, dass ein funktioneller löslicher humaner IL-6-Rezeptor gereinigt 
wurde, ist die Bindung von IL-6 an sIL-6R untersucht worden. Dies erfolgte mit Hilfe der 
Plasmon-Resonanz-Methode, dem IAsys cuvette system (Fisons, Cambridge). Der 
monoklonale Antikörper mab5 war auf der Küvettenoberfläche kovalent gebunden (siehe 
2.8.). Nach der Inkubation des gebundenen Antikörpers mit dem gereinigten löslichen 
Rezeptor konnte die erwartete Bindung beobachtet werden. Anschließend wurde der 
über den Antikörper an die Küvettenoberfläche gebundene Rezeptor mit rekombinantem 
Interleukin-6 (rIL-6) inkubiert. Dadurch stieg der Resonanzwinkel steil an (Abbildung 3), 
was auf eine Bindung zwischen dem gereinigten sIL-6R und dem rIL-6 hinweist. Der 
absolute Anstieg des Resonanzwinkels durch Bindung von IL-6 ist nur halb so groß wie 
der beobachtete Anstieg bei der Bindung von sIL-6R an den mab5. Die Abweichung 
spiegelt die unterschiedlichen molaren Massen der beiden Moleküle wider. 
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Abbildung 3 Nachweis der Bindung von IL-6 an sIL-6R mit Hilfe des IAsys-Biosensors 
Auf der Küvettenoberfläche des IAsys cuvette systems wurde der Antikörper mab5 kovalent 
gebunden. Nach 400 s wurde sIL-6R hinzugegeben. An der Änderung des Resonanzwinkels 
kann man bis zum Zeitpunkt 2100 s die Bindung des Rezeptors an den Antikörper 
beobachten. Nach dem Spülen der Küvette wurde nach 2200 s IL-6 in die Küvette 
hineingegeben. An der Änderung des Resonanzwinkels ist die Bindung von IL-6 an den 
sIL-6R zu erkennen.  
Dieser Anstieg des Resonanzwinkels wurde nicht beobachtet, wenn die Küvette nicht 
mit dem sIL-6R vorbehandelt war. 
3.4. Biologische Aktivität des gereinigten sIL-6R 
Stabil mit einer IL-6-cDNA transfizierte HepG2-Zellen (HepG2-IL-6-Zellen), können nicht 
auf Interleukin-6 reagieren, da durch das ständige Angebot von IL-6 der 
membranständige Interleukin-6-Rezeptor aufgrund seiner Internalisierung nur noch in 
sehr geringem Ausmaß auf der Zelloberfläche vorhanden ist. Da der Signaltransduktor 
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gp130 aber weiterhin auf der Plasmamembran vorhanden ist, kann durch Zugabe von 
löslichem IL-6R die IL-6 Responsivität wieder hergestellt werden. HepG2-IL-6 Zellen 
sind daher ein ideales System, um die Bioaktivität von sIL-6R zu testen.  
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Abbildung 4 Bioaktivität des gereinigten sIL-6R aus Humanplasma im Vergleich zum 
rekombinanten sIL-6R aus Baculovirus infizierten Insektenzellen. 
HepG2-IL-6 Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen sIL-6R stimuliert. Die 
Autoradiographie zeigt das immunpräzipitierte α1-Antichymotrypsin der Zellüberstände nach 
metabolischem Markieren mit [
35
S]-Methionin. 
Die Aktivität von 10 ng bzw. 100 ng von rekombinantem sIL-6R aus Baculovirus 
infizierten Insektenzellen und von 10 ng, 100 ng und 200 ng des gereinigten sIL-6R aus 
Humanplasma wurden mit der Aktivität unstimulierter Zellen verglichen. Dazu wurden 
die Zellen mit der jeweiligen Menge des löslichen Rezeptors stimuliert. Das sezernierte 
mit [35S]-Methionin metabolisch markierte Akutphaseprotein α1-Antichymotrypsin wurde 
immunpräzipitiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. In der Autoradiographie 
— 36 — 
  
 
(Abbildung 4) ist zu sehen, dass der gereinigte sIL-6R aus Humanplasma eine etwas 
schwächere α1-Antichymotrypsin-Ausschüttung bewirkt als der rekombinante sIL-6R. 
 
3.5. Deglykosylierung des sIL-6R 
Die anhand seiner Primärstruktur berechnete molekulare Masse des sIL-6R beträgt 
39 kD. Die Mobilität in der SDS-PAGE zeigte aber, dass der gereinigte sIL-6R eine 
molekulare Masse von 65 kD aufweist (Abbildung 5 - Spur 7). Diese Diskrepanz lässt 
sich durch eine hohe Anzahl von O- und N-Glykosylierungen erklären. Die Abspaltung 
dieser über Asparagam gebundenen Zuckerseitenketten mit dem Enzym PNGaseF 
führte dazu, dass sich die scheinbare Molekülmasse auf 45 kD verringerte (Abbildung 5 
– Spur 8).  
Der rekombinante sIL-6R erschien nach elektrophoretischer Auftrennung auf einer 
Höhe, die einem scheinbaren molekularen Masse von 44 kD entspricht (Abbildung 5 – 
Spur 5). Er ist deutlich weniger glykosyliert als der sIL-6R aus Humanplasma. Die 
Behandlung mit PNGaseF führte zu einer Verringerung der molaren Masse auf 42 kD 
(Abbildung 5 – Spur 6). 
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Abbildung 5 Deglykosylierung des sIL-6R und Nachweis einer alternativ gespleißten Form 
des sIL-6R 
Der gereinigte sIL-6R aus Humanplasma und rekombinanter sIL-6R aus Baculovirus 
infizierten Insektenzellen wurden durch SDS PAGE getrennt. Spur 1: Markerproteine; Spur 2: 
Silberfärbung des aus Humanplasma gereinigten sIL-6R nach Immunaffinitäts-
chromatographie. Spuren 3 bis 8: Western blots von sIL-6R aus Humanplasma und aus 
Insektenzellen. Dabei wurde in den Spuren 3 und 4 der DS-sIL-6R spezifischen Antikörper 
I122 eingesetzt, der nur an den sIL-6R aus Humanplasma in Spur 4 bindet. In den Spuren 5 
bis 8 wurde der Antikörper mab6, der beide Formen des sIL-6R detektiert, eingesetzt. Die 
Spuren 6 und 8 zeigen sIL-6R, der vor der SDS PAGE mit PNGaseF deglykosyliert worden 
ist. 
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3.6. Nachweis des von einer alternativ gespleißten mRNA translatierten  
löslichen IL-6R 
(a) spezifische Antikörper gegen den von einer alternativ gespleißten mRNA 
translatierten sIL-6R 
Die zwei möglichen Formen der löslichen Interleukin-6-Rezeptoren unterscheiden sich in 
ihrer Primärstruktur am C-Terminus. Der lösliche Rezeptor, der aus einer alternativ 
gespleißten mRNA hervorgeht (DS-sIL-6R), besitzt zehn zusätzliche Aminosäuren mit 
der Sequenz GSRRRGSCGL [Horiuchi]. Diese Aminosäurensequenz fehlt dem durch 
limitierte Proteolyse (shedding) des membranständigen Rezeptors erzeugten sIL-6R 
(PC-sIL-6R). Um ein Antiserum zu generieren, das nur die Form erkennt, die aus der 
alternativ gespleißten mRNA translatiert wird, wurden die Oligopeptide GSR10 
(GSRRRGSCGL)  und TSR14 (TSLPGSRRRGSCGL) synthetisiert, die die zehn bzw. 
vierzehn C-terminalen Aminosäuren des DS-sIL-6R repräsentieren. Dabei sind die 
ersten vier Aminosäuren des Oligopeptids TSR14 auch Bestandteil des PC-sIL-6R. 
Mit dem stärker immunogenen Peptid TSR14 wurde ein Kaninchen immunisiert. Das 
resultierende Antiserum (AS366) wurde durch eine Affinitätschromatographie 
angereichert. Hierzu wurde das spezifischere Peptid GSR10 kovalent an Affi-Gel 
(BioRad) gebunden. Aus der Aufreinigung resultierte der für den DS-sIL-6R spezifische 
polyklonale Antikörper I122. 
(b) Immunpräzipitation des sIL-6R 
In den folgenden Experimenten wurden der gereinigte sIL-6R aus Humanplasma und 
der rekombinante sIL-6R aus Insektenzellen mit verschiedenen Antikörpern 
immunpräzipitiert. Der rekombinate sIL-6R entspricht in seiner Primärstruktur dem 
PC-sIL-6R. Als Kontrolle wurde der nicht gegen den sIL-6R gerichtete, monoklonale 
Antikörper B-K11 gewählt. Dieser Antikörper kann keinen löslichen Rezeptor 
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präzipitieren (Abbildung 6). Mit dem monoklonalen Antikörper mab7, der nicht zwischen 
DS-sIL-6R und PC-sIL-6R unterscheidet, konnten sowohl der rekombinante als auch der 
aus Humanplasma gereinigte Rezeptor ausgefällt werden. Der für den DS-sIL-6R 
spezifische, immunaffinitäts-gereinigte Antikörper I122 konnte den Rezeptor aus 
Insektenzellen nicht präzipitieren, da seine Primärstruktur mit dem PC-sIL-6R identisch 
ist. Der Antikörper I122 fällt jedoch einen großen Teil des aus Humanplasma gereinigten 
löslichen Interleukin-6-Rezeptors aus. 
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Abbildung 6 Immunpräzipitation von rekombinantem sIL-6R aus Insektenzellen und 
gereinigtem sIL-6R aus Humanplasma. 
Beide sIL-6R Präparationen wurden jeweils mit den angegebenen Antikörpern 
immunpräzipitert. Die Menge des präzipitierten Rezeptors wurde jeweils mit einem ELISA 
bestimmt. Die durch den Antikörper mab7 präzipitierte Menge des IL-6-Rezeptors wurde auf 
jeweils auf 100 normiert. Der Kontrolantikörper B-K11 konnte keinen IL-6-Rezeptor 
präzipitieren. Der DS-sIL-6R spezifische Antikörper I122 konnte den aus Plasma gereingten 
Rezeptor präzipitieren; jedoch nicht den  rekombinaten Rezeptor. 
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(c) Western blot des sIL-6R 
Im Western blot konnten sowohl der rekombinante als auch der aus Humanplasma 
gereinigte sIL-6R mit Hilfe des Antikörpers mab6 detektiert werden (Abbildung 5 - 
Spuren 5 und 7). Der mab6 ist ein monoklonaler anti-sIL-6R Antikörper, der nicht 
zwischen PC-sIL-6R und DS-sIL-6R unterscheidet. 
Der für DS-sIL-6R spezifische Antikörper I122 konnte den rekombinanten sIL-6R im 
immunoblot nicht erkennen (Abbildung 5 - Spur 3); er detektierte aber deutlich den  
sIL-6R aus menschlichem Plasma (Abbildung 5 - Spur 4). 
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4. Diskussion 
4.1. Entstehungsmechanismus von löslichen Zytokin-Rezeptoren 
Zytokine und Wachstumsfaktoren wirken über membranständige Rezeptoren auf ihre 
Zielzellen. Ein gemeinsames Merkmal der hämatopoetischen Rezeptoren ist, dass sie 
nur eine Transmembran-Domäne aufweisen. Dadurch sind auch lösliche Rezeptoren 
denkbar, die nur aus der extrazellulären Region bestehen. Diese löslichen Rezeptoren 
sind auch schon für viele Zytokine und Wachstumsfaktoren beschrieben worden. Dabei 
sind zwei prinzipiell verschiedene Entstehungsmechanismen nachweisbar. 
(1) Eine limitierte Proteolyse eines membranständigen Rezeptors zwischen der 
extrazellulären Region und der Transmembran-Domäne führt zur Freisetzung des 
löslichen Rezeptors. Diesen Vorgang nennt man auch shedding. 
Shedding-Mechanismen wurden beispielsweise bei der Entstehung der löslichen 
Formen des IL-1-Rezeptors (Typ II) und des IL-2-Rezeptors beschrieben [48;50].  
(2) Ein löslicher Rezeptor kann auch aber auch von einer anderen mRNA als der 
membranständige Rezeptor translatiert werden. Diese mRNA des löslichen Rezeptors 
entsteht durch ein alternatives Spleißen der Prä-mRNA. Solche alternativ gespleißten 
mRNAs wurden zum Beispiel für lösliche Rezeptoren von IL-4, leukemia inhibitory factor 
LIF und epidermal growth factor EGF identifiziert [59;47]. 
Für den Interleukin-6-Rezeptor konnte man mittels RT-PCR auch unterschiedlich 
gespleißte mRNAs nachweisen [51]. Eine dieser mRNAs codiert für einen löslichen 
Rezeptor, der auch aus dem Überstand verschiedener Lymphozyten-Kulturen 
immunpräzipitiert werden konnte (DS-sIL-6R) [65]. Andererseits wurde löslicher IL-6-
Rezeptor auch in den Medien von COS-7 Zellen gefunden, die mit der cDNA des 
membranständigen Rezeptors transfiziert worden waren [52]. Dieser lösliche Rezeptor 
musste durch eine limitierte Proteolyse entstanden sein (PC-sIL-6R), da die 
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transkribierte cDNA zu einer mRNA führt, der Spleißdonor- und Spleißakzeptor-Stellen 
fehlen. Prinzipiell entstehen also löslichen Interleukin-6-Rezeptoren (sIL-6R) durch die 
beiden beschriebenen Mechanismen. Es konnte aber bisher für keine der 
Rezeptorformen gezeigt werden, dass sie auch in vivo existiert.  
4.2. Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma 
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Entstehungsmechanismus des natürlich 
vorkommenden löslichen Interleukin-6-Rezeptors näher zu untersuchen. Der lösliche IL-
6-Rezeptor wurde in verschiedenen Körperflüssigkeiten bereits 
nachgewiesen[63;72;73;74;75]. Die höchsten Konzentrationen wurden dabei im 
Humanplasma beschrieben [72]. Da Plasma auch problemlos über die Blutbank zu 
beschaffen ist, wurde in der vorgelegten Arbeit der dort vorkommende lösliche IL-6-
Rezeptor untersucht. 
Der Anteil des sIL-6R an den gesamten Plasmaproteinen ist jedoch für die meisten 
geplanten Untersuchungen zu gering. Im Plasma beträgt die Konzentration des 
gesamten Proteins etwa 70 mg/ml, die Konzentration des sIL-6R liegt jedoch nur 
zwischen 35 ng/ml und 70 ng/ml [76]. Der IL-6-Rezeptor musste also angereichert 
werden. Häufiger Nachteil einer Proteinreinigung ist, dass dabei nicht nur selektiv die 
anderen Proteine, sondern auch ein Teil des löslichen Rezeptors entfernt werden. Unter 
der Voraussetzung, dass es zwei verschiedene Rezeptortypen mit etwas verschiedenen 
immunogenen und chemischen Eigenschaften gibt, ist es denkbar, dass bei der 
Reinigung eine Form vermehrt verloren geht. 
Es war also nicht alleiniges Ziel der Anreicherung, den Anteil des IL-6-Rezeptors am 
verbleibenden Protein so stark wie möglich zu erhöhen. Viel wichtiger war es, eine 
maximale Ausbeute an sIL-6R zu erzielen. 
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Diesem Ziel kam die immunaffinitätschromatographische Reinigung recht nahe. Bei 
einer Ausbeute von immerhin 95% konnte eine sehr hohe Anreicherung (etwa 
140.000-fach) erzielt werden. Ein Teil des löslichen Rezeptors verblieb nach der 
schonenden Elution mit 2 M MgCl2 auf der Chromatographiesäule und konnte mit 
saurem Glycinpuffer eluiert werden. Aus diese Fraktion ließ sich anschließend der sIL-
6R mit einer IL-6-Affinitätschromatograhie bis zur Homogenität aufreinigen.  
Eine C-terminale Sequenzanalyse einer homogenen Präparation wäre die ideale 
Untersuchung zum Entstehungsmechanismus der löslichen IL-6-Rezeptoren. Für eine 
C-terminale Sequenzanalyse werden jedoch mindestens 10 µg des homogenen Proteins 
benötigt. Bei der Reinigung aus 250 ml Humanplasma konnten nur etwa 0,1 µg der 
löslichen IL-6-Rezeptoren in der erforderlichen Reinheit isolieren werden (Tabelle 3). 
Für die weiteren Untersuchungen wurde daher die mittels 
Immunaffinitätschromatographie gewonnenene Aufbereitung des sIL-6R benutzt. Durch 
die 140.000-fache Anreicherung war der Rezeptor für die folgenden assays ausreichend 
konzentriert. Bei einer Ausbeute von etwa 95% war außerdem gewährleistet, dass auch 
ein repräsentativer Anteil des löslichen Rezeptors untersucht wurde.   
4.3. Allgemeine Untersuchungen 
Wenn man die molekulare Masse der extrazellulären Region vom IL-6R anhand seiner 
Aminosäurensequenz berechnet, erhält man für die beiden beschriebenen Formen eine 
Masse von etwa 39 kD. Nach SDS-PAGE erscheint der sIL-6R aus Humanplasma auf 
einer Höhe, die einer molekularen Masse von etwa 65 kD entspricht. Da der 
membranständige Rezeptor, auch bekannt als gp80 (glycoprotein 80), stark glykosyliert 
ist, ist diese Diskrepanz auf die Gegenwart von N-Glycan-Resten zurückzuführen. Da 
die enzymatische Abspaltung der Asparagin gebundenen Zuckerseitenketten die 
scheinbare molekulare Masse des löslichen IL-6-Rezeptors auf 45 kD reduziert, muss 
der Großteil der Kohlenhydrate N-glykosidisch gebunden sein (Abbildung 5 – Spur 8). 
— 44 — 
  
 
In der Gelfiltration wird der Rezeptor in einem einzigen symmetrischen peak eluiert. 
Dem Eluationsvolumen entspricht einer Molmasse von 93 kD. Die Diskrepanz zu den 
Ergebnissen der SDS-PAGE und zur berechneten Molmasse lässt sich nicht allein durch 
die Glykosylierungen erklären. Im Gegensatz zur SDS-PA-Gelelektrophorese sind in der 
Gelfiltration die Proteine nicht denaturiert. Es ist also denkbar, dass lösliche IL-6-
Rezeptoren mit anderen Plasmaproteinen Komplexe bilden [77;78]. Diese Komplexe 
würden auch erklären, warum eine weitere Aufreinigung unter nicht-denaturierenden 
Bedingungen nicht gelungen ist. 
Für den Liganden Interleukin-6 werden solche hochmolekularen Komplexe schon länger 
diskutiert [78]. Deshalb wurde das Eluat der Gelfiltration auch auf das Vorkommen des 
Zytokins untersucht. IL-6 wurde in geringen Konzentrationen nachgewiesen. Die 
Eluatszeit dieser Fraktionen entspricht einer Molmasse von etwa 105 kD. Das in diesen 
Fraktionen gefundene Interleukin-6 scheint an seinen löslichen Rezeptor gebunden zu 
sein. Anders wäre auch das Vorkommen des Zytokins in der angereicherten 
Aufbereitung des sIL-6R nicht zu erklären.  
4.4. Biologische Funktion des löslichen Interleukin-6-Rezeptors 
Lösliche Rezeptoren hemmen kompetitiv die Bindung des Liganden an seinen 
membranständigen Rezeptor. In den meisten Fällen hat der Komplex aus Zytokin und 
seinem löslichen Rezeptor keine biologische Aktivität auf die Zielzelle, insbesondere 
wenn für die Signaltransduktion die intrazellulären Domänen des Rezeptors notwendig 
sind. Lösliche Rezeptoren wirken also in der Regel funktionell antagonistisch.  
Im Fall des sIL-6R ist die intrazelluläre Region nicht für die Signalübertragung 
notwendig. Der Komplex aus dem IL-6 und seinem α-Rezeptor bewirkt eine 
Dimerisierung von Signaltransduktor-Molekülen (β-Rezeptor-Untereinheit, gp130). 
Dadurch werden konstitutiv an das gp130 gebundene Janus Kinasen (Jak) aktiviert. 
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Dies führt zu einer Tyrosinphosphorylierung der Transkriptionsfaktoren der STAT (signal 
transducer and activator of transcription)-Familie, Stat3 (APRF) und Stat1. Die 
aktivierten STAT-Faktoren binden dann im Zellkern an die enhancer Elemente von IL-6 
Zielgenen, z. B. Akutphase Protein Genen [79].  
Eine Dimerisierung von gp130 kann aber auch durch Komplexe aus IL-6 und seinen 
löslichem Rezeptor ausgelöst werden. Deshalb kann sIL-6R unter bestimmten 
Umständen zu einer Verstärkung der IL-6-Wirkungen führen. Wenn zum Beispiel eine 
Zelle nicht den membrangebundenen IL-6-Rezeptor aber gp130 exprimiert, reagiert die 
Zelle nicht auf Interleukin-6. In Anwesenheit des löslichen Rezeptors ist jedoch mit einer 
Zellantwort zu rechnen. Dieser Effekt ist besonders deutlich manipulierten, humanen 
Hepatom-Zellen (Hep-G2-Zellen) zu erkennen, in denen der endogene IL-6R 
herunterreguliert ist (Hep-G2-IL-6-Zellen) [61]. 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch der aus Humanplasma 
angereicherte lösliche Interleukin-6-Rezeptor auf HepG2-IL-6 Zellen typische IL-6 
Antworten hervorrufen kann. Im Vergleich zu dem rekombinanten sIL-6R aus 
Insektenzellen stimulierte die gleiche Menge des aus Humanplasma gereinigten 
Rezeptors die Leberzellen in ähnlicher Weise, aber etwas schwächer (vgl. Abbildung 4).   
Diesen Effekt kann man mit einer höheren spezifischen Aktivität des rekombinanten 
sIL-6R im Vergleich zum sIL-6R aus Humanplasma erklären, die auf Unterschiede in der 
Primärstruktur und in der Glykosylierung zurückzuführen sein könnte. Durch die 
Reinigung des sIL-6R wurden auch andere, nicht näher untersuchte und identifizierte 
Proteine angereichert, die sich unter nicht denaturierenden Bedingungen nicht vom IL-6-
Rezeptor abtrennen ließen. Es ist durchaus möglich, dass unter diesen Proteinen auch 
einige zu finden sind, die die Interaktionen zwischen sIL-6R, IL-6 und gp130 
beeinflussen. 
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 Der lösliche IL-6-Rezeptor muss aber nicht immer einen „agonistischen“ Effekt auf 
einen IL-6 Reiz haben. Wenn eine Zelle kaum gp130 und sehr viel 
membrangebundenen IL-6-Rezeptor exprimiert, dann wird der lösliche IL-6-Rezeptor 
einen IL-6 Reiz wahrscheinlich abschwächen. Dies hängt damit zusammen, dass die 
Komplexe aus sIL-6R und IL-6 wesentlich weniger Bindungsstellen auf der Zellmembran 
vorfinden, als das Interleukin-6 alleine. Der membrangebundene IL-6-Rezeptor 
wiederum hat eine weitaus größere Chance, auf ein gp130 zu treffen, als der lösliche 
Rezeptor, da die Zellmembran im Gegensatz zum extrazellulären Raum ein nur 
zweidimensionales „Gebilde“ ist. 
Ob der lösliche Rezeptor die Interaktion einer Zelle mit dem Interleukin-6 hemmt oder 
fördert, hängt von verschiedenen Faktoren ab. Dazu zählen insbesondere die Dichte an 
gp130 und IL-6R auf der Zellmembran sowie die Dissoziationskonstanten zwischen IL-6 
und den verschiedenen Formen seines Rezeptors und dem gp130. Auf Zellen, die 
gp130 aber nicht die α–Untereinheit vom IL-6-Rezeptors auf der Zelloberfläche 
exprimieren, wirkt der sIL-6R agonistisch. Auf Zellen, bei denen beiden Untereinheiten 
des IL-6-Rezeptors auf der Plasmamembran vorhanden sind, ist in der Regel von einer 
antagonistischen Wirkung des sIL-6R auszugehen [80]. 
4.5. Nachweis des von einer alternativ gespleißten mRNA translatierten  
löslichen IL-6R 
Die beiden vorhergesagten Formen des sIL-6R unterscheiden sich nur in ihren 
C-terminalen Aminosäurensequenzen. Die von einer alternativ gespleißten mRNA 
translatierte Form des sIL-6R (DS-sIL-6R) hat C-terminal zusätzlich eine aus 10 
Aminosäuren bestehende Sequenz, die in dem durch limitierte Proteolyse entstandenen 
Rezeptor nicht vorkommt [51]. Um zwischen den beiden Formen des sIL-6R zu 
unterscheiden, wurde ein Antiserum gegen das Oligopeptid, das aus den zehn C-
terminalen Aminosäuren des DS-sIL-6R besteht, generiert. Dazu wurde ein Kaninchen 
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gegen ein Oligopeptid aus den 14 C-terminalen Aminosäuren immunisiert. Dabei wurde 
das etwas längere Oligopeptid wegen der größeren Immunogenität eingesetzt, obwohl 
ein kleiner Teil der Aminosäuresequenz in beiden Formen des sIL-6R vorkommen. Um 
sicherzustellen, dass das resultierende Antiserum AS366 nicht mit der durch limitierte 
Proteolyse entstandenen Form (PC-sIL-6R) kreuzreagiert, wurde das Kaninchenserum 
über eine Affinitätschromatographie gegen das C-terminale Dekapeptid aufgereinigt. Mit 
dem resultierenden DS-sIL-6R spezifischen Antikörper I122 ließ sich der löslicher 
Rezeptor aus Humanplasma immunpräzipitieren. Auch im Western blot reagierte der 
gereinigte Rezeptor mit dem Antikörper I122. Der rekombinante sIL-6R aus 
Insektenzellen, dessen Primärstruktur der durch Proteolyse entstandenen Form 
entspricht (PC-sIL-6R), reagierte in keinem Versuch mit dem Antikörper I122. 
Aus diesen Befunden wird der Schluss gezogen, dass im Humanplasma löslichen 
Interleukin-6-Rezeptoren vorhanden ist, der von einer alternativ gespleißten mRNA 
translatiert worden sind (DS-sIL-6R). Die Frage, ob und in welchen Mengen durch 
limitierte Proteolyse entstandener sIL-6R (PC-sIL-6R) im Plasma vorhanden ist, muss 
vorerst unbeantwortet bleiben, da es nicht gelungen ist, die beiden Formen des sIL-6R 
zu trennen oder den PC-sIL-6R direkt nachzuweisen.. 
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5. Ausblick 
5.1. Existenz von beiden Formen des löslichen IL-6-Rezeptor  
In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal die von einer alternativ gespleißten 
mRNA translatierte Form des sIL-6R (DS-sIL-6R) in Humanplasma nachgewiesen. 
Diese konnte jedoch nicht genau quantifiziert werden, da es nicht gelungen ist, einen 
ELISA mit einem DS-sIL-6R spezifischen Antikörper zu etablieren. In der Zwischenzeit 
ist dies unter anderem Jones (1998) gelungen, so dass mittlerweile die Konzentration 
des DS-sIL-6R bestimmt werden kann [81]. Aus der Differenz zwischen der Konzentration 
des gesamten löslichen IL-6-Rezeptors und des DS-sIL-6R kann man vorsichtige 
Schlüsse auf die Existenz der durch limitierte Proteolyse entstandene Form (PC-sIL-6R) 
ziehen. Es gibt daher gute Hinweise, dass beide Formen des sIL-6R in gut 
nachweisbaren Mengen in biologischen Flüssigkeiten vorhanden sind und die 
Freisetzung unabhängig voneinander gesteuert wird [82;81]. Für genauere 
Untersuchungen ist es jedoch erforderlich, die Menge des PC-sIL-6R direkt zu 
bestimmen. Eine Berechnung der Konzentration aus den Messergebnissen des 
gesamten löslichen Rezeptors und des DS-sIL-6R ist zu fehleranfällig. Eine Möglichkeit 
zur direkten Messung beider Formen liegt in der vorherigen physikalischen Trennung 
der beiden Rezeptorformen. Der aus der jeweiligen Primärstruktur errechnete pKa Wert 
unterscheidet sich deutlich (AS-sIL-6R: pH 7,90 und PC-sIL-6R: pH 7,36), so dass eine 
Trennung mit einem Ionenaustauscher möglich sein sollte. 
Die direkte Bestimmung der Mengen beider sIL-6R Formen sind Grundlage für 
genauere Untersuchungen über die Herkunft und die Regulation der Freisetzung der 
beiden Proteine. Die vielfältigen Untersuchungen über Zusammenhänge zwischen 
einzelnen Krankheitsbildern und den Konzentrationen an sIL-6R in Körperflüssigkeiten 
sollten durch eine differenzierte Betrachtung der beiden Formen ergänzt werden. So 
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wäre es interessant, herauszufinden, ob der prognostische Wert der sIL-6R 
Serumkonzentration beim Plasmozytom [83] sich durch eine getrennte Analyse der 
beiden Rezeptortypen verbessern lässt und ob sich ein solcher Zusammenhang 
zwischen Prognose und Rezeptormenge in Körperflüssigkeiten auch bei anderen 
Erkrankungen nachweisen lässt.  
5.2. Komplexe aus löslichem IL-6-Rezeptor und unbekannten Proteinen  
Eine Reinigung des sIL-6R aus Humanplasma bis zur Homogenität war unter nicht 
denaturierenden Bedingungen nicht möglich. Es stellt sich die Frage, welche Proteine 
zusammen mit dem löslichen Rezeptor bei der Affinitätschromatographie angereichert 
worden sind und ob diese mit dem sIL-6R unter physiologischen Bedingungen 
interagieren. So ist es denkbar, dass eines oder mehrere dieser Proteine einen 
antagonistischen Effekt auf die IL-6 Antwort haben, so wie dies bereits für die lösliche 
β-Kette des IL-6-Rezeptors (sgp130) gezeigt wurde [80]. Dies würde auch die reduzierte 
biologische Aktivität des aufgereinigten sIL-6R gegenüber gleichen Mengen des 
rekombinanten Rezeptors aus Baculovirus infizierten Insektenzellen erklären. 
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6. Zusammenfassung 
Für eine Vielzahl von Zytokinrezeptoren sind lösliche Formen nachgewiesen worden. 
Dabei gibt es zwei verschiedene Entstehungsmechanismen. Einige lösliche Rezeptoren 
entstehen durch eine limitierte Proteolyse zwischen der extrazellulären und der 
transmembranären Domäne (shedding, proteolytic cleavage, PC). Andererseits können 
von mehreren alternativ gespleißten mRNAs sowohl membranständige Formen als auch 
lösliche Formen des Rezeptors translatiert werden (differential mRNA splicing, DS). Für 
die α-Kette des Interleukin-6-Rezeptors (sIL-6R) gibt es Hinweise, dass durch die 
beiden beschriebenen Mechanismen lösliche Formen des sIL-6R entstehen (PC-sIL-6R 
und DS-sIL-6R). 
Mittels Immunaffinitätschromatographie wurde eine 140.000-fache Anreicherung des 
sIL-6R in einer Ausbeute von 95 % erreicht. Es konnte gezeigt werden, dass der 
aufgereinigte sIL-6R biologisch aktiv ist. Mit einem polyklonalen Antikörper, der 
spezifisch den DS-sIL-6R bindet, ließ sich erstmals DS-sIL-6R in menschlichem Blut 
nachweisen. 
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